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論文の内容の要旨
　ミトコンドリアは独自のゲノムであるミトコンドリアDNA（耐DNA）を有し、酸素呼吸によってATP
を合成する細胞内小器官である。このATP合成過程において，細胞にとって有害な活性酸素種も放出され
てしまうため，㎜tDNAは核DNAよりも酸化的ストレスによる傷害を受けやすいと考えられている。近年，
㎜tDNA突然変異がミトコンドリア病という特殊な疾患の原因となるだけでなく，老化にも関与する可能性
が報告されている。加齢に伴って1）㎜tDNAに多様な突然変異が蓄積する，2）ミトコンドリア呼吸機能が
低下する，という現象が並行してみられるため，前者を原因，後者を結果とする「老化mtDNA原因説」が
広く受け入れられている。しかし，先行研究（Isobeθオα五1998）において，脱核した老化ヒト線維芽細胞の
細胞質をmtDNA欠損細胞に導入し，作製した細胞質雑種細胞では，呼吸機能が正常であった。この結果は，
加齢に伴う㎜tDNA突然変異の蓄積は呼吸機能低下を引き起こさないことを示している。
　そこで，本研究では，㎜tDNAに突然変異が蓄積しても異なる遺伝子上の変異であればミトコンドリア問
相互作用によって正常な遺伝子産物を交換し呼吸機能低下を回避できるという仮説のもとに，ミトコンドリ
ア病患者由来の異なる病原性突然変異型mtDNAを持つ2種の呼吸欠損ミトコンドリアを単一細胞質内に共
存させ，ミトコンドリア問相互作用の存在とその有効性について検証した。
　まず，親細胞として，異なるミトコンドリアt涙NA遺伝子突然変異が原因で呼吸欠損を示す，2種の
呼吸欠損細胞を単離した。搬㎜工～川びRj遺伝子にA3243G変異を持つA3243G細胞と，工㎜ル遺伝子に
A4269G変異を持つA4269G細胞である。これらの細胞は，A3243G突然変異型㎜のNA　A4269G突然変異
型耐DNAをそれぞれ100％の割合で有しているため，呼吸機能の指標であるc煎ochrome60対dase（COX）
活性を完全に消失している。これらの2種の呼吸欠損細胞を親細胞として細胞融合させ，ハイブリッド細胞
を作製した。得られたハイブリッド細胞のCOX活性とミトコンドリア内タンパク質合成能を測定した結果，
全てのハイブリッド細胞で呼吸機能およびミトコンドリアタンパク質合成能の回復が確認できた。親細胞単
独では呼吸機能を全く持たなかったのに対し，単一細胞質内に異なる㎜tDNA突然変異を持つミトコンドリ
アを共存させると呼吸機能の回復が見られたことから，ハイブリッド細胞内においてミトコンドリア間で相
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互作用が生じ，それぞれの㎜tDNA突然変異が原因で生産できなかった遺伝子産物を互いに補い合っている
ことが示唆された。
　このミトコンドリア間相互作用は，加齢に伴うmtDNA突然変異蓄積による呼吸機能低下を回避するシス
テムであると考えられるが，全ての突然変異に対して有効に機能するかは不明である。そこで，ミトコンド
リア間相互作用の有効性を検証するために，同一のミトコンドリアf㎜工鰍㎜R）遺伝子に異なる病原性突然
変異を持つ2種の呼吸欠損ミトコンドリアを単一細胞質内に共存させた。用いた2種の親細胞はT3271C突
然変異型mtDNAを100％の割合で，正常細胞の約30％のCOX活性を示すT3271C細胞と，前述の実験で
用いたA3243G細胞である。これら2種の呼吸欠損細胞を細胞融合し作製したハイブリッド細胞のCOX活
性を測定した結果，全てのハイブリッド細胞は，親細胞の1つであるT3271C細胞のCOX活性より低い活
性を示した。以上の結果から，mtDNAの同一遺伝子上に異なる突然変異が蓄積した場合，ミトコンドリア
間相互作用が存在しても，それぞれのmtDNA突然変異が原因で生産できない遺伝子産物が同一であるため
に，呼吸機能の相補は不可能であることが分かった。
　実際に加齢に伴って生じる㎜tDNA突然変異はランダムに生じるため，特定の遺伝子に突然変異が有意に
蓄積する可能性は極めて低い。従って，本研究の成果により，ヒトミトコンドリアは，互いに欠けている遺
伝子産物の相補によって呼吸機能低下を回避するシステムを進化させていることが実証できた。
審査の結果の要旨
　本研究の重要性は，これまでその存在を調べることすら困難であったヒトミトコンドリア問相補作用の存
在を検証する実験系を構築し，実際に細胞内の個々のミトコンドリア問で遺伝子産物の交換が行われている
ことを初めて直接的に証明した点にある。
　まず，㎜tDNAの異なる遺伝子上に病原性突然変異を持つ2種の呼吸欠損細胞を融合し，同一細胞内に2
種類の呼吸欠損ミトコンドリアを共存させたハイブリッド細胞において呼吸機能の回復が観察されたこと
から，ヒトミトコンドリア問では相互作用および物質交換が存在することを初めて明らかにした。さらに，
mのNAの同一遺伝子に異なる病原性突然変異を持つ呼吸欠損ミトコンドリアを人為的に同一細胞質内に共
存させたハイブリッド細胞は，物質交換は行われているにも関わらず呼吸欠損のままであったことから，ミ
トコンドリア問の呼吸機能の相補には正常な機能を持つ遺伝子産物の交換が必要であることを示した。
　本研究によって証明されたヒトミトコンドリア問相補作用は，ミトコンドリアが加齢に伴う㎜tDNA突然
変異の蓄積によるミトコンドリア呼吸機能低下を防ぐ生体システムであるといえる。本研究の成果は，ミト
コンドリアの遺伝学やミトコンドリア関連疾患の病態解明の研究の進展に貢献するものとして評価される。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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